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論文概要 
 
環境中の微生物の多くはバイオフィルム(BF)形態をとり、その内部においてシグナル物質
を介して相互作用することが分かってきた。実環境中では複数の微生物種が複合 BFを形成
し、多様なシグナル物質を介して相互作用することが推測されるが、環境中で共存する微生
物同士の相互作用を直接的に観察することは困難であった。そこで、本研究では解析が進ん
だモデル微生物種を複数用いて、お互いの相互作用をシグナル物質に着目して解析すること
により、異種微生物間における相互作用解析の切り口とすることを目的とした。 
まず、当研究室で以前より着目してきた大腸菌のシグナル物質であるインドール、または
ナフタレン誘導体である 1-ナフトールに代表される二環構造を有するシグナル様物質を例に
解析を進めた。今回、これら二環構造を有するシグナル様物質が異種微生物へ与える影響と
して、モデル微生物である緑膿菌を対象に検討を進めた。まず、1-ナフトールを用いて緑膿
菌 BF形成への影響を評価した結果、BFの成熟期に 1-ナフトールを添加することにより細胞
脱離が抑制され、BF形成が維持されることを見出した。BFからの細胞脱離には運動性の一
種である Swarmingが関与するが、1-ナフトールの添加により顕著に Swarming が阻害された
ため、1-ナフトールは Swarming 阻害を介して BFの脱離を抑制したものと考えられた。本現
象に関して更にメカニズム解析を進めたが、Swarming に必須のバイオサーファクタントであ
るラムノリピド生産や鞭毛の機能性等、既知 Swarming 関連因子には 1-ナフトール添加によ
る顕著な応答が無かった。この結果を受け、未知の 1-ナフトールによる Swarming 阻害に関
与する未知制御系探索を目的にマイクロアレイ解析を行った。その結果より、1-ナフトール
添加時に転写量が抑制された 2つの推定転写因子(PA2897, PA3225)に着目して検討を進めた
結果、これら推定転写因子の二重破壊株では 1-ナフトール添加時と同様に Swarmingが阻害
されることを見出した。これにより、1-ナフトールはこれらの推定転写因子を介した制御機
構により、運動性を阻害することが示唆された。また、1-ナフトール同様に Swarming阻害活
性を示した 1,2-ジヒドロキシナフタレンはナフタレン分解の中間代謝産物であり、環境中に
おけるナフタレン分解菌と緑膿菌との相互作用にも興味が持たれるところである。 
前半部では異種微生物の生産するシグナル物質に着目し、それらが緑膿菌 BFに与える影
響を解析したが、後半部では反対に緑膿菌のシグナル物質が異種微生物に与える影響を評価
した。評価モデルとして着目したのは、口腔細菌が作る BFである。口腔内では緑膿菌はマ
イナーな菌種だが、口腔ケアが不十分な高齢者等では高頻度に検出され、慢性疾患の原因と
なりうる。一定の恒常性が維持される口腔フローラにおいて、緑膿菌が入り込み病原性を発
揮するためはニッチ獲得が必須となるが、そのニッチ獲得戦略にシグナル物質が関与する可
能性を考えた。この解析に向け、まずはモデル口腔細菌 Streptococcus mutansの BF形成に対
し、緑膿菌シグナル物質が与える影響を解析した。S. mutansと緑膿菌の複合 BF形成実験を
行った結果、S. mutansの単独時と比較して BF形成量が顕著に減少することを見出した。緑
膿菌のシグナル物質を含む代謝産物に着目して BF形成抑制の活性本体を探索した結果、緑
膿菌の加熱済み培養上清にも同様の活性がみられたため、熱安定性の BF形成抑制因子の存
在が示唆された。そこで、熱安定性のあるシグナル物質に着目した結果、緑膿菌シグナル物
質の一つである Pseudomonas Quinolone Signal(PQS)の非生産株由来の上清では抑制効果が失
われることが分かった。そこで、合成品 PQSを添加して同様の試験を行った結果、PQS にも
同様の BF形成の抑制活性があったため、S. mutansの BF形成抑制は PQSによるものと結論
付けた。PQS による S. mutansの BF形成阻害は培養初期のみ見られたため、BF形成初期に
あたる物質表面への付着菌体数や付着に必須となる細胞外多糖生産を比較したものの、PQS
非添加との差異は見られなかった。これにより、PQSは付着細胞が成熟 BFへ移行する段階
における何らかの必須因子を阻害することが示唆された。 
緑膿菌を中心に異種モデル微生物間での相互作用を解析するなかで、異種微生物同士がシ
グナル物質を介して BF形成や脱離というライフサイクルを制御し合う現象を見出し、一部
は関連する推定転写因子等、分子レベルでの解析を進めることに成功した。同様のモデル解
析例を増やしていくことや、更に実環境に即した評価系を取り入れていくことにより、異種
微生物間における相互作用を司るメカニズムの解明に繋がることが期待される。 
 
